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บทคดัย่อ 

พรอพอลิสเป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติชนิดหนึ่งท่ีได้จากผึ้งและมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 

ท่ีหลากหลาย งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ 

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดพรอพอลิส โดยสกัด

พรอพอลสิจากจังหวัดน่านด้วยตัวท าละลาย 2 ชนิด คือ เอทานอล 70% และน้ า น าสารสกัดมา

ศึกษาปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด ฟลาโวนอยด์และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

colorimetric assay วิธี Aluminium chloride colorimetric assay และวิธี DPPH radical scavenging assay 

ตามล าดับ รวมถึงวิเคราะห์สารส าคัญด้วยเทคนิค HPLC-DAD พบว่า ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ท้ังหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดเอทานอล (EEP) มีค่าสูงกว่าสารสกัดน้ า (WEP)  

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ ามีปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกทั้งหมด 2.890±0.018 และ 1.849±0.017 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิกต่อกรัมพรอพอลิส 

ตามล าดับ มีปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ า 0.616±0.005 และ 

0.531±0.007 มิลลิกรัมสมมูลเควอซิตินต่อกรัมพรอพอลิส ตามล าดับ และพบว่า สารสกัดเอทานอล 

มปีระสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้มากกว่าสารสกัดน้ า มีค่า IC50 ของสารสกัดเอทานอลและ

สารสกัดน้ าเท่ากับ 78.85 และ 246.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ การวิเคราะห์สารส าคัญ 

ในสารสกัดพรอพอลิสท้ังสองด้วยเทคนคิ HPLC-DAD พบสารประกอบหลักท่ียังไม่สามารถระบุชนิดได้ 

มคี่ารีเทนชันไทม ์7.1 นาที ซึ่งอาจจะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคัญ จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารสกัด
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พรอพอลิสโดยเฉพาะสารสกัดเอทานอลเป็นแหล่งสารต้านอนุมูลอิสระท่ีอาจจะน าไปใช้เป็น

ส่วนประกอบของยา ผลิตภัณฑเ์สริมอาหาร และเคร่ืองส าอางได้  

 

ค าส าคัญ: พรอพอลสิ สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์อนุมูลอสิระ สารต้านอนุมูลอสิระ 

 

Abstract 

 Propolis is one kind of natural substance produced by honeybees and exerts various 

pharmacological activities. The aim of this research was to determine total phenolic, 

flavonoid contents, antioxidant activity, and chemical compositions of propolis extracts. 

Propolis from Nan province was extracted by 70%v/v ethanol and water solvents. The extracts 

were determined for their total phenolic, flavonoid contents, and antioxidant activity by using 

the Folin-Ciocalteu colorimetric assay, aluminium chloride colorimetric assay, and DPPH 

radical scavenging assay, respectively. The chemical compositions of propolis extracts were 

analyzed with high performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD). 

The results showed total phenolic and flavonoid contents of ethanolic extract of propolis (EEP) 

were higher significantly than the water extract of propolis (WEP) (p<0.05). The total phenolic 

contents of EEP and WEP were 2.890±0.018 and 1.849±0.017 mg equivalent gallic acid per g 

of propolis, respectively. The flavonoid contents of EEP and WEP were 0.616±0.005 and 

0.531±0.007 mg equivalent quercetin per g of propolis, respectively. Moreover, EEP had  

the higher efficiency to scavenge DPPH free radical than WEP, the IC50 values of EEP and 

WEP were 78.85 and 246.51 µg/ml, respectively. Analysis of propolis extracts by HPLC-DAD 

revealed the unidentical major compound at 7.1 minute retention time, which may have 

important biological activity. This study suggested that propolis extract, especially EEP is  

a source of antioxidant which might have the potential to use in drugs, dietary supplements, 

and cosmetics. 

 

Keywords: Propolis, Phenolic compounds, Flavonoids, Free radical, Antioxidant 
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 บทน า 

พรอพอลสิ เป็นผลิตภัณฑ์ชนดิหนึ่งท่ีได้จากผึง้ โดยผึง้เก็บยางเหนยีวจากส่วนตา่งๆ ของ

พชืน ามาผสมกับเอนไซม์ในน้ าลายของผึง้และไขผึง้ หนา้ที่ของพรอพอลิส คือ ใช้ปิดรอยร่ัวของรัง 

ใชห้่อหุ้มศัตรูท่ีตายภายในรังผึง้ เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดการเน่าเสียและป้องกันการติดเชื้อภายในรังผึ้ง 

องค์ประกอบทางเคมีของพรอพอลิส ประกอบด้วย ยางไม้ (resin) 50% ไข (Wax) 30% น้ ามัน

หอมระเหย (Essential oils) 10% เกสรดอกไม้ (Pollen) 5% และสารประกอบอินทรีย์อื่นๆ 5% 

(Easton-Calabria et al., 2019) พรอพอลิสมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้านจุลชีพ ฤทธ์ิต้านการอักเสบ ฤทธ์ิต้านเนื้องอก (Sun et al., 2015; Tiveron  

et al., 2016) องค์ประกอบทางเคมีของพรอพอลิสจะแตกต่างกัน ขึ้นกับภูมิประเทศ ภูมิอากาศ 

ชนิดของผึ้ง ชนิดของพืชท่ีผึ้งเก็บยางเหนียวมาสร้างพรอพอลิสและฤดูกาล เป็นต้น ส่งผลให้

พรอพอลิสแต่ละแหล่งมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีแตกต่างกัน (ศิริวรรณ, 2551; Usman et al., 2016) 

ในปัจจุบันมกีารน าพรอพอลิสมาใชเ้ป็นส่วนประกอบของยา ผลิตภัณฑเ์สริมอาหาร เคร่ืองส าอาง 

 อนุมูลอิสระ (Free radical) เป็นสารท่ีมีอิเล็กตรอนซึ่งไมม่คีู่อยูใ่นวงนอกของอะตอมหรือ

โมเลกุล ท าให้สารไม่เสถียร มีความว่องไวสูงในการเข้าท าปฏิกิริยา จึงท าปฏิกิริยากับโมเลกุลท่ีอยู่

รอบๆ และเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ต่อไปเร่ือยๆ อนุมูลอิสระจะท าลายเซลล์ของร่างกาย เป็นสาเหตุ

ของการเกิดริ้วรอยก่อนวัย เกิดความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง โรคหัวใจและโรคหลอดเลือดหัวใจ 

(Ames et al., 1993) อนุมูลอิสระสามารถถูกก าจัดได้ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ตัวอย่าง

ของสารตา้นอนุมูลอสิระ เชน่ สารประกอบฟีนอลิก วติามนิซี วติามนิอ ีแคโรทีนอยด์ เป็นต้น ในปัจจุบัน

สารตา้นอนุมูลอสิระจากธรรมชาตกิ าลังได้รับความสนใจและมกีารศกึษาอยา่งกวา้งขวาง เพราะเชื่อว่า

มคีวามปลอดภัยกว่าสารสังเคราะห์ 

 กรดฟีนอลิก (Phenolic acids) และฟลาโวนอยด ์(Flavonoids) เป็นสารส าคัญในสารสกัด

พรอพอลิสและมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีดี มีงานวิจัยของประเทศไทยท่ีศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณ 

ฟีนอลิกและฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของพรอพอลิสจากแหล่งต่างๆ เช่น พรอพอลิสจากจังหวัดพะเยา 

(Khacha-ananda et al., 2013) พรอพอลิสจากจังหวัดเชียงราย ล าพูน น่าน พะเยา แพร่ (Sanpa et al., 

2017) แต่การวิเคราะห์ชนิดของสารส าคัญในสารสกัดพรอพอลิสของประเทศไทยยังมีข้อมูลน้อย 

เช่น งานวิจัยของ Siripatrawan et al. (2013) พบว่า รูติน (Rutin) เควอซิติน (Quercetin) และนารินจีนิน 

(Naringenin) เป็นองค์ประกอบหลักท่ีพบในตัวอย่างพรอพอลิสของไทย งานวิจัยของ Kumazawa  

et al. (2004) ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในกลุ่มสารประกอบฟีนอลิกของพรอพอลิสจาก 14 ประเทศ 

รวมถึงประเทศไทยด้วย และศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ พบว่า กรดคาเฟอิก (Caffeic acid)     

เควอซิติน (Quercetin) แคมพ์เฟอรอล (Kaempferol) และคาเฟอิก แอซิด ฟีนิทิล เอสเทอร์ (Caffeic 

acid phenethyl ester; CAPE) ในพรอพอลิสแสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระที่ดีมาก  
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 จังหวัดน่านมีพื้นท่ีทางการเกษตรจ านวนมากและการเลี้ยงผึ้งก็เร่ิมเป็นท่ีสนใจของ

เกษตรกร อกีทัง้ยังสามารถรวบรวมพรอพอลิสได้จ านวนมากเช่นกัน พรอพอลิสจากจังหวัดน่าน

ได้ถูกอ้างถึงโดย Khacha-ananda et al. (2016) ว่ามีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ปริมาณสูง สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและท าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งได้ สอดคล้องกับงานของ 

Boonsai et al. (2014) พบการออกฤทธ์ิของสารสกัดพรอพอลสิท่ีท าในรูปกึ่งบริสุทธ์ิ เป็นสารชนิด

ใหม่ คือ คาร์ดานอล (cardanol) มีสรรพคุณยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได้ ดังนั้น

พรอพอลิสและผลิตภัณฑ์จากผึ้ง Apis mellifera จึงน่าสนใจศึกษาต่อไป สารสกัดพรอพอลิส 

จากบราซิล เมื่อผ่านการท าให้บริสุทธ์ิจะได้สาร CAPE พบว่า สารนี้มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเพิ่ม

จ านวนของเซลล์มะเร็ง (Banskota et al., 2002) และมีฤทธ์ิยับยั้งกิจกรรมของไนตริกออกไซด์ 

(Nagaoka et al., 2003) สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีได้จากพรอพอลิส เช่น เควอซิติน มีรายงานว่า

การทดสอบกับเซลล์ไลน์ PC-3 และ DU-145 พบว่า ความเข้มข้นท่ี 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ 

แสดงฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ท้ังสองชนิดได้ (Nair et al., 2015) สารกลุ่ม

กรดฟีนอลิก เช่น กรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก เป็นสารส าคัญท่ีสามารถ 

ออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ เพราะโครงสร้างเป็นวงแหวนเบนซีน ท าให้สามารถท าลายฤทธ์ิของ

อนุมูลอิสระได ้

 ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ ฤทธ์ิต้านอนุมูล

อสิระ และการวเิคราะห์ชนดิของสารส าคัญในสารสกัดพรอพอลิสจากจังหวัดน่าน ประกอบด้วย 

กรดคลอโรจีนกิ กรดคาเฟอกิ กรดพาราคูมาริก เควอซิตนิ และ CAPE เพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการพัฒนา

ผลิตภัณฑต์า่งๆ เชน่ ยา ผลิตภัณฑเ์สริมอาหาร เคร่ืองส าอาง เป็นต้น 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 1. การเตรียมสารสกัดเอทานอลของพรอพอลิส (EEP) และสารสกัดน้ าของพรอพอลสิ 

(WEP) 

  เก็บตัวอย่างพรอพอลิสจากผึ้งพันธ์ุ (Apis mellifera) ในหมู่บ้านคือเวียง ต าบลส้าน 

อ าเภอเวียงสา จังหวัดน่าน ในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2562 ในบริเวณสวนล าไยซึ่งมีต้นไม้ชนิด

ต่างๆ เช่น ต้นล าไย ต้นมะม่วง ต้นขนุน ต้นกฤษณา สกัดสารตัวอย่างโดยชั่งพรอพอลิส จ านวน 

10 กรัม บดละเอียดในไนโตรเจนเหลว น ามาสกัดด้วยตัวละลาย 2 ชนิด คือ เอทานอล 70%v/v 

และน้ า อย่างละ 100 มลิลลิิตร เขย่าอย่างตอ่เนื่องท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามากรอง

ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าสารสกัดไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเคร่ืองกลั่นระเหยสาร 

แบบหมุน (Rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเก็บสารสกัดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จนกระท่ังน ามาวเิคราะห์ 
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 2. การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

  การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี 

Folin-Ciocalteu colorimetric method ซึ่งดัดแปลงมาจากวิธีของ Singleton et al. (1999) โดยใช้

กรดแกลลกิเป็นสารมาตรฐาน ความเข้มข้น 0-8 ppm โดยน าสารสกัดพรอพอลสิ ปริมาตร 0.20 

มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น ปริมาตร 0.80 มิลลิลิตร เติม Folin-Ciocalteu reagent (เจือจาง 4 เท่า) 

ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร และสารละลาย 0.4 โมลาร์ Na2CO3 ปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากันและตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ท่ีความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ และหาปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกท้ังหมดจากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก แสดงผลเป็นหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ 

กรดแกลลิกตอ่กรัมของพรอพอลสิ (mg GAE/g propolis) การวเิคราะห์สารตัวอยา่ง ท าซ้ า 3 คร้ัง 

 3. การหาปริมาณฟลาโวนอยด์ 

  การหาปริมาณฟลาโวนอยด์ ด้วยวิธี Aluminium chloride colorimetric method  

ซึ่งดัดแปลงมาจากวิธีของ Chang et al. (2002) โดยใช้เควอซิตินเป็นสารมาตรฐาน ความเข้มข้น 0-15 ppm 

โดยน าสารสกัดพรอพอลิส ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร เติมเอทานอล 70%v/v ปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร 

เติม 10% AlCl3.6H2O ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 1 โมลาร์ CH3COOK ปริมาตร 

0.10 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น ปริมาตร 2.80 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต

มเิตอร์ และหาปริมาณฟลาโวนอยด์จากกราฟมาตรฐานของเควอซิติน และแสดงผลออกมาเป็นหน่วย

มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิตินต่อกรัมของพรอพอลิส (mg QE/g propolis) การวิเคราะห์สารตัวอย่าง 

ท าซ้ า 3 คร้ัง 

 4. การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  

  การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay ซึ่งดัดแปลง 

มาจากวธีิของ Woźniak et al. (2019) โดยน าสารสกัดพรอพอลิส EEP และ WEP จ านวน 7 ความเข้มข้น 

ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร เติมเอทานอล 70%v/v ปริมาตร 2.10 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย 

DPPH ท่ีมีความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.60 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จะได้สารสกัด

พรอพอลิสความเข้มข้น 25 50 100 200 300 400 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว้ 

ท่ีอุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 

ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยมีกรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 

เป็นสารควบคุมเชงิบวก (Positive control) ในการเปรียบเทียบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์

สารตัวอย่าง ท าซ้ า 3 คร้ัง น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ มาค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูล

อสิระ DPPH ดังสมการท่ี 1  
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เปอร์เซ็นต์การยับยัง้อนุมูลอิสระ DPPH  =  
          (                ) 

        
   x  100 (1) 

  เมื่อ Acontrol คือ  ค่าการดูดกลนืแสง ที่ประกอบด้วย เอทานอลและสารละลาย DPPH 

   Asample  คือ  ค่าการดูดกลืนแสง ท่ีประกอบด้วย สารสกัดพรอพอลิสและสารละลาย  

DPPH 

   Ablank   คือ ค่าการดูดกลนืแสง ที่ประกอบด้วย สารสกัดพรอพอลิสและเอทานอล 

  จากนั้นค านวณหาค่า IC50 จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

อนุมูลอิสระ DPPH กับความเข้มข้นของสารสกัดพรอพอลสิ  

 5. การวิเคราะห์สารส าคัญในสารสกัดพรอพอลิส ด้วยเทคนิค HPLC-DAD 

  สารส าคัญในสารสกัดพรอพอลิสเป็นสารในกลุ่มกรดฟีนอลิก (Phenolic acids) และ 

ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) ประกอบกับสารท่ีออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ดีและมักจะพบในพรอพอลิส 

คือ กรดคาเฟอิก เควอซิติน และ CAPE (Kumazawa et al., 2004) ในงานวิจัยนี้จึงวิเคราะห์สาร 

5 ชนดิ ประกอบด้วย กรดคลอโรจีนกิ กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก เควอซิติน และ CAPE โดย

ใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงท่ีมีตัวตรวจวัดแบบไดโอดอาร์เรย์ (HPLC-DAD) 

สภาวะการท างานของระบบ HPLC ดัดแปลงมาจากวิธีของ Widjaja et al. (2008) โดยสารมาตรฐาน

หรือสารสกัดพรอพอลิสจะน ามาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC รุ่น Agilent 1260 ใช้คอลัมน์ชนิด 

ZORBAX Eclipse Plus C18 (Agilent, USA) ใช้เฟสเคลื่อนท่ี 2 ชนิด ประกอบด้วย เฟสเคลื่อนท่ี A 

คือ อะซิโตไนไตรล์ และเฟสเคลื่อนท่ี B คือ สารละลายกรดอะซิติก 0.4%v/v ท าการชะแบบเกรเดียน 

(ในช่วง 2 นาทีแรกใช ้15%A เพิ่มขึ้นเป็น 80%A ในช่วง 7 นาทีถัดมา เพิ่มขึ้นเป็น 100%A ในช่วง 

2 นาทตีอ่มา คงไวท่ี้ 100%A นาน 6 นาที ปรับลดลงเป็น 15%A ในช่วง 1 นาท ีและคงไว้ท่ี 15%A 

เป็นเวลา 5 นาที) อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรของสารท่ีฉีด  

5 ไมโครลิตร ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร ส าหรับกรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก 

กรดพาราคูมาริก และ CAPE และตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร ส าหรับเควอซิติน 

เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลายมาตรฐานผสม ความเข้มข้น 10 20 40 และ 80 ไมโครกรัม 

ตอ่มิลลิลติร 

 6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

  การวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรมไมโครซอฟต์เอ็กเซล เวอร์ชัน 2013 ส าหรับ

ค่าเฉลี่ยและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน การทดสอบทางสถิติใช้ Student’s t-test ด้วยโปรแกรม SPSS 

version 20 ในการวิเคราะห์ความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญของปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์

ระหว่างสารสกัด EEP และ WEP 
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ผลการวิจัย 

 พรอพอลิสจากจังหวัดน่านท่ีน ามาศึกษาในงานวิจัยนี้ มีลักษณะเป็นยางข้นเหนียว  

สีน้ าตาลเข้มจนเกือบเป็นสีด าและไม่มีกลิ่น เมื่อน าพรอพอลิสมาสกัดโดยใช้ตัวท าละลาย 2 ชนิด 

คือ เอทานอล 70%v/v และน้ า พบวา่ สารสกัดเอทานอลของพรอพอลิส (EEP) มสีีเหลอืงใส สารสกัดน้ า

ของพรอพอลิส (WEP) มีสีน้ าตาลเข้ม เมื่อน าสารสกัดไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเคร่ืองกลั่น

ระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) และค านวณหาผลผลิตร้อยละ (%yield) ของสารสกัด 

เอทานอล 70%v/v และน้ า มคี่า 9.80 และ 9.10 ตามล าดับ 

 1.  การศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

  การศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดในสารสกัดพรอพอลิส ค านวณได้

จากกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกท่ีมีสมการเส้นตรง คือ y = 0.12x + 0.01 และ ค่า R2 = 0.9995  

ดังภาพท่ี 1(A) รายงานผลเป็นมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมพรอพอลิส (mg GAE/g propolis) 

พบวา่ สารสกัดพรอพอลิสท้ังสองชนิดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังตารางที่ 1 โดยปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของสารสกัด

เอทานอล (EEP) มคี่า 2.890±0.018 mg GAE/g propolis ซึ่งสูงกว่าสารสกัดน้ า (WEP) ท่ีมีปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 1.849±0.017 mg GAE/g propolis  

 2.  การศึกษาหาปริมาณฟลาโวนอยด์ 

  การศกึษาหาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพรอพอลิส ค านวณได้จากกราฟมาตรฐาน

ของเควอซิติน ท่ีมีสมการเส้นตรง คือ y = 0.0679x + 0.0018 และ ค่า R2 = 1 ดังภาพท่ี 1(B) รายงาน

ผลเป็นมลิลิกรัมสมมูลของเควอซิตนิตอ่กรัมพรอพอลิส (mg QE/g propolis) พบวา่ สารสกัดพรอพอลิส

ท้ังสองชนิดมีปริมาณฟลาโวนอยด์แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังตารางท่ี 1 

โดยปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดเอทานอล (EEP) และสารสกัดน้ า (WEP) มีค่า 0.616±0.005 

และ 0.531±0.007 mg QE/g propolis ตามล าดับ  
 

 
 

ภาพที่ 1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย A = สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก และ B = สารละลาย 

 มาตรฐานเควอซิติน  
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ตารางที่ 1 ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของสารสกัดพรอพอลสิ 

สารสกัดพรอพอลิส 
ปริมาณฟีนอลิก 

(mg GAE/g propolis) 

ปริมาณฟลาโวนอยด ์

(mg QE/g propolis) 

สารสกัดเอทานอล (EEP) 2.890±0.018a 0.616±0.005a 

สารสกัดน้ า (WEP) 1.849±0.017b 0.531±0.007b 
หมายเหตุ  อักษรต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05), คา่เฉลี่ย±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 
 

3.  การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay โดยใช้สารสกัด

พรอพอลิส EEP และ WEP ความเข้มข้น 25–500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า ทุกความเข้มข้นของ

สารสกัดท้ังสองสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ได้ สังเกตจากสีม่วงท่ีจางลงของสารละลาย 

DPPH และความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดท้ังสองเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้น

ของสารสกัด ดังภาพท่ี 2 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดพรอพอลิส EEP และ WEP ท่ีความเข้มข้น

เท่ากัน พบว่า สารสกัดพรอพอลิส EEP มีประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้มากกว่าสารสกัด

พรอพอลิส WEP และกรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ซึ่งเป็นสารควบคุม

เชงิบวกในการเปรียบเทียบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ แสดงฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุด 

(93.08%) และค านวณหาค่า IC50 ซึ่งหมายถงึ ความเข้มข้นของสารสกัดท่ีท าให้ความเข้มข้นของ

อนุมูลอิสระลดลง 50% โดยค่า IC50 ท่ีมีค่าน้อย จะมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูง 

พบวา่ ค่า IC50 ของสารสกัดเอทานอล (EEP) และสารสกัดน้ า (WEP) มีค่า 78.85 และ 246.51 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยสารสกัด EEP มีประสิทธิภาพในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีกว่า

สารสกัด WEP ประมาณ 3 เท่า เนื่องจากสารสกัด EEP มีสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์

เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระที่ส าคัญ 
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ภาพที่ 2 การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ด้วยสารสกัดเอทานอล (EEP) สารสกัดน้ า (WEP) และ 

กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid, AA) 
 

 4.  การวิเคราะห์สารส าคัญในสารสกัดพรอพอลิส ด้วยเทคนิค HPLC-DAD 

  การวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก เควอซิติน 

และ CAPE ในสารสกัดพรอพอลิส ด้วยเทคนิค HPLC-DAD โดยกรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก 

กรดพาราคูมาริก และ CAPE ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร และเควอซิตินตรวจวัด 

ท่ีความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม ความเข้มข้น 10–80 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร ได้โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร ดังภาพท่ี 3(A) (ความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร) และภาพท่ี 3(B) (ความยาวคลื่น  

360 นาโนเมตร) และได้ขอ้มูลจากกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานท้ัง 5 ชนิด ดังตารางที่ 2  
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ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของ; A = สารละลายมาตรฐานผสม 20 ppm ท่ีความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร  

B = สารละลายมาตรฐานผสม 20 ppm ท่ีความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร C = สารสกัดเอทานอล 

(EEP) ท่ีความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร และ D = สารสกัดน้ า (WEP) ท่ีความยาวคลื่น 

325 นาโนเมตร  

 

ตารางที่ 2 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน 5 ชนิด 

สารมาตรฐาน 
เวลา 

(นาที) 

ความยาวคลื่น 

(นาโนเมตร) 
สมการเส้นตรง 

สัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ (R2) 

กรดคลอโรจีนิก 5.1 325 y = 11.278x–11.015 0.9997 

กรดคาเฟอิก 7.1 325 y = 26.042x+6.0344 1 

กรดพาราคูมาริก 7.9 325 y = 25.525x+10.124 1 

เควอซิตนิ 9.2 360 y = 17.008x+2.2292 1 

CAPE 11.4 325 y = 19.672x+1.6304 1 
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ภาพที่ 4  สเปคตรัมของสาร; A คือ สารมาตรฐานกรดคาเฟอิก, B คือ U1 ของสารสกัดเอทานอล 

 และ C คือ U2 ของสารสกัดน้ า  

 

  ท าการวิเคราะห์สารสกัดพรอพอลิส 2 ตัวอย่าง คือ สารสกัดเอทานอล (EEP) และ

สารสกัดน้ า (WEP) ความเข้มข้น 9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ได้โครมาโทแกรมท่ีความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร 

ดังภาพท่ี 3(C) (EEP) และภาพท่ี 3(D) (WEP) ตามล าดับ การบ่งชี้ชนิดของสารในแต่ละพีค โดย 

การเปรียบเทียบค่ารีเทนชันไทมร่์วมกับลักษณะสเปคตรัมของสารตัวอยา่งเทียบกับสารมาตรฐาน 

พบว่า สารสกัดพรอพอลิสท้ังสองปรากฏพีคของสารประกอบหลัก (Major compound) คือ U1 

(unknown1) และ U2 (unknown2) ท่ีเวลา 7.1 นาที แม้จะมีค่ารีเทนชันไทม์ (Retention time) ตรงกับ

สารมาตรฐานของกรดคาเฟอิก แต่เมื่อเปรียบเทียบสเปคตรัมของสารมาตรฐานกรดคาเฟอิก U1 

และ U2 ดังภาพท่ี 4 พบว่า สเปคตรัมของ U1 (ภาพท่ี 4(B)) และ U2 (ภาพท่ี 4(C)) คล้ายคลึงกัน 

แต่แตกต่างไปจากสารมาตรฐานกรดคาเฟอิก (ภาพท่ี 4(A)) ดังนั้นพีค U1 และ U2 น่าจะเป็น

กรดฟีนอลิกชนดิอื่น และเป็นไปได้ว่าในสารสกัดท้ังสองอาจจะมีกรดคาเฟอิกซ้อนทับกับพีคของ U1 

และ U2 อยูด่้วย และจากผลการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบพีคของสารตัวอย่างในต าแหน่งต่างๆ เทียบ

กับสารมาตรฐานท้ัง 5 ชนิด ตรวจไม่พบ กรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก เควอซิติน 

และ CAPE ในสารสกัดพรอพอลิสท้ังสองชนดิ 

 

อภปิรายผล 

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์ในสารสกัด

พรอพอลิส พบว่า ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัด 

เอทานอล (EEP) มีค่าสูงกว่าสารสกัดน้ า (WEP) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการทดลอง 

ท่ีได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sun et al. (2015) และ Usman et al. (2016) ท่ีศึกษาพรอพอลิสจาก

ประเทศจีนและมาเลเซีย ตามล าดับ พบว่า พรอพอลิสท่ีสกัดด้วยเอทานอลมีปริมาณสารประกอบ  

ฟีนอลิกท้ังหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์สูงกว่าพรอพอลิสท่ีสกัดด้วยน้ า ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจาก
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สารส าคัญดังกล่าวและเอทานอล 70 %v/v ท่ีใช้ในการสกัด มีสภาพขั้วใกล้เคียงกันจึงสกัดสารส าคัญ

ออกมาได้ดี 

การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay พบว่า สารสกัด 

เอทานอล (EEP) มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้มากกว่าสารสกัดน้ า (WEP) ผลการทดลอง

ดังกล่าวสอดคล้องกับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ คือ สารสกัดเอทานอล 

(EEP) พบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดและฟลาโวนอยด์มากกว่าสารสกัดน้ า (WEP) จึงส่งผลให้

สารสกัดเอทานอล (EEP) มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารสกัดน้ า (WEP) เนื่องจากสารประกอบ 

ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีท าหน้าท่ีเป็นตัวให้ไฮโดรเจนแก่อนูมูลอิสระ 

(Kumazawa et al., 2004) เกิดเป็นสารท่ีเสถียร จึงสามารถยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ

ได้ ผลการทดลองท่ีได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sun et al. (2015) ท่ีศึกษาพรอพอลิสจากประเทศ

จีน และ Usman et al. (2016) ท่ีศึกษาพรอพอลิสจากประเทศมาเลเซีย พบว่า สารสกัดเอทานอล (EEP) 

มปีริมาณสารประกอบฟีนอลกิทัง้หมดและฟลาโวนอยดม์ากกวา่สารสกัดน้ า (WEP) และมีฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระดีกว่าสารสกัดน้ า (WEP) 

การวิเคราะห์สารส าคัญในสารสกัดพรอพอลิสด้วยเทคนิค HPLC-DAD ได้ว่าสารสกัด

พรอพอลิสท้ังสองชนิด (EEP และ WEP) ตรวจไม่พบ กรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก 

เควอซิติน และ CAPE ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kumazawa et al. (2004) ท่ีเก็บรวบรวม

พรอพอลิสจากประเทศต่าง  ๆรวมถึงประเทศไทยด้วย น ามาสกัดด้วยเอทานอลและวิเคราะห์องค์ประกอบ

ของพรอพอลิส ด้วยเทคนิค HPLC โดยวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก 17 ชนิด ซึ่งรวมถึงกรดคาเฟอิก 

กรดพาราคูมาริก เควอซิติน และ CAPE ด้วย จากการวิเคราะห์ พบว่า พรอพอลิสของไทยตรวจ

ไมพ่บสารประกอบฟีนอลิกท้ัง 17 ชนิด และไม่มีพีคของสารใดในโครมาโทแกรม แต่ในงานวิจัยนี้

พบพีคของสารประกอบหลักท่ีเวลา 7.1 นาที และพีคในต าแหน่งอื่นๆ อีกด้วย อย่างไรก็ตาม จาก

งานวิจัยของ Siripatrawan et al. (2013) สกัดพรอพอลิสด้วยเอทานอล 30-70% และวิเคราะห์สารประกอบ 

ฟลาโวนอยด ์8 ชนิด คือ รูติน เควอซิติน นารินจีนิน แคมพ์เฟอรอล ไบคาลิน ไครซิน อะคาซิติน 

และกาแลนจิน ด้วยเทคนิค HPLC-DAD พบว่า รูติน เควอซิติน และนารินจีนินเป็นองค์ประกอบ

หลักท่ีพบในตัวอยา่งพรอพอลสิของไทย ส าหรับความแตกต่างของพืชพรรณท่ีเป็นต้นก าเนิดของ

พรอพอลิส มีการศึกษาพบว่า ในยุโรปผึ้งเก็บยางมาจากต้น Populus nigra และสร้างเป็นพรอพอลิส

ชนิด Poplar type (Bankova et al., 2002) พรอพอลิสของประเทศบราซิลมาจากใบของพืช Baccharis 

dracunculifolia (Kumazawa et al., 2003) พรอพอลิสในแต่ละประเทศมีสารส าคัญแตกต่างกัน

ขึ้นอยู่กับชนิดของพืชในแต่ละพื้นท่ีท่ีมีการเลี้ยงผึ้ง (Burdock et al., 1998) พรอพอลิสของไทย

ไมไ่ด้ถูกสร้างจากพืชชนิด Poplar type เหมือนกับในยุโรป แต่มีรายงานว่าในภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัด
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เชียงราย ล าพูน น่าน พะเยา และแพร่ มีต้นมะม่วงเป็นแหล่งของพรอพอลิส และมีสารส าคัญหลาย

ชนดิเป็นองค์ประกอบ เชน่ คาร์ดอล คารด์านอล สารประกอบไตรเทอร์พีน (Sanpa et al., 2017)  

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดเอทานอล (EEP) และสารสกัดน้ า (WEP) ของพรอพอลิส 

(ภาพท่ี 3(C) และ 3(D)) พบวา่ เอทานอลสามารถสกัดสารประกอบฟีนอลิกชนิดต่างๆ ได้มากกว่าน้ า 

โดยดูจากจ านวนพีคท่ีตรวจวัดได้ ผลการทดลองท่ีได้สอดคล้องกับการศึกษาสารสกัดพรอพอลิส 

จากเมืองปักกิ่ง ประเทศจีนของ Sun et al. (2015) ท่ีตรวจพบสารประกอบฟีนอลิก 28 ชนิด ใน

สารสกัดเอทานอล 75% ในขณะท่ีตรวจพบสารประกอบฟีนอลิก 15 ชนิดในสารสกัดน้ า และยังพบว่า 

เอทานอลสามารถสกัดปริมาณสารได้มากกว่าน้ า โดยดูจากพื้นท่ีใต้พีค น่าจะเป็นเพราะสารประกอบ 

ฟีนอลิกท่ีศึกษาในงานวิจัยนี้ ประกอบด้วย กรดฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์และสารอนุพันธ์ซึ่งมีวงแหวน

เบนซีนอยูใ่นสูตรโครงสร้าง จึงละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีมีสภาพขั้วสูง เช่น เมทานอล 

เอทานอล แต่ละลายได้น้อยในน้ า หรือกล่าวได้ว่าสารดังกล่าวมีสภาพขั้ว (Polarity) ใกล้เคียงกับ

เอทานอล 70%v/v จึงละลายในเอทานอล 70%v/v ได้ดีกว่าน้ า เราจึงมักจะพบว่าการสกัดพรอพอลิส 

ส่วนใหญ่นิยมใช้แอลกอฮอล์เป็นตัวสกัด และผลการทดลองนี้ (ภาพท่ี 3(C)) และภาพท่ี 3(D)) ยัง

สนับสนุนผลการวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัด

เอทานอล (EEP) ท่ีวิเคราะห์ได้มากกว่าสารสกัดน้ า (WEP) อีกด้วย จากการศึกษาสารสกัดพรอพอลิส 

ท้ังสองชนิดจากจังหวัดน่าน พบสารประกอบหลักท่ียังไม่สามารถระบุชนิดได้ มีค่ารีเทนชันไทม ์ 

7.1 นาที จึงจะท าการศกึษาเพื่อบ่งช้ีชนิดและปริมาณของสารดังกล่าวในอนาคต ซึ่งอาจจะมีฤทธ์ิ

ทางชวีภาพท่ีส าคัญและน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ได้ 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากการศึกษาสารสกัดพรอพอลิสจากจังหวัดน่านด้วยตัวท าละลายเอทานอล 70% 

และน้ า พบว่า ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดเอทานอล 

(EEP) มีค่าสูงกว่าสารสกัดน้ า (WEP) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งสอดคล้องกับฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอลท่ีมีมากกว่าสารสกัดน้ า การวิเคราะห์สารส าคัญในสารสกัด 

พรอพอลิส ด้วยเทคนคิ HPLC-DAD ได้ว่าสารสกัดพรอพอลิสท้ังสองชนดิ ตรวจไมพ่บ กรดคลอโรจีนิก 

กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก เควอซิติน และ CAPE แตพ่บสารประกอบหลักที่มีค่ารีเทนชันไทม ์

7.1 นาที ซึ่งอาจจะมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีน่าสนใจและน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ได้  จึงมีแผน 

จะท าการศกึษาเพื่อบ่งช้ีชนิดและปริมาณของสารดังกล่าวในอนาคต 
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